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PARP9促进肺腺癌细胞的迁移和侵袭

郑 芬 周晓敏 吴家雪△

（复旦大学生命科学学院遗传学系 上海 200438）

【【摘要】】 目的 探究聚（ADP-核糖）聚合酶 9［poly（ADP-ribose）polymerase 9，PARP9］在肺腺癌组织中的表达、预

后及其对肺腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响。方法 通过UALCAN数据库、GEO数据库和 72例配对肺腺癌组织

样本的免疫组化染色结果，分析 PARP9在肺腺癌组织中的表达、预后以及与肺腺癌患者临床病理特征的相关性。

利用 CRISPR/Cas9 在肺腺癌细胞 H1299 和 A549 中敲除 PARP9基因，通过慢病毒感染在 PARP9 缺陷的 A549 细

胞中恢复表达 PARP9，使用 Transwell小室检测细胞迁移和侵袭能力的改变。结果 数据库分析与免疫组化染色

结果表明，与正常肺组织相比，PARP9在肺腺癌组织中的mRNA和蛋白质水平均显著提高（P<0.05）。PARP9高

表达的肺腺癌患者总体生存期更短，且 PARP9 表达与肺腺癌患者的临床分期与淋巴结转移相关（P<0.05）。

PARP9 缺陷显著抑制 H1299 和 A549 细胞的迁移和侵袭能力，恢复表达 PARP9 可以逆转该表型（P<0.05）。结

论 PARP9在肺腺癌中高表达，高表达 PARP9的肺腺癌患者预后不良，PARP9可促进肺腺癌细胞的迁移和侵袭，

提示其可能是肺腺癌的一个重要原癌基因。
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PARP9 promotes the migration and invasion of lung adenocarcinoma cells

ZHENG Fen，ZHOU Xiao-min，WU Jia-xue△

（Department of Genetics，School of Life Sciences，Fudan University，Shanghai 200438，China）

【【Abstract】】 Objective To investigate the expression and prognosis of poly（ADP-ribose）polymerase 9

（PARP9） in lung adenocarcinoma and its effect on the migration and invasion of lung adenocarcinoma
cells. Methods The expression of PARP9 in lung adenocarcinoma，the prognosis and the correlation
with the clinicopathological characteristics of lung adenocarcinoma patients were analyzed by UALCAN
database，GEO database and immunohistochemical staining results of 72 paired lung adenocarcinoma tissue
samples. PARP9 gene was knocked out in H1299 and A549 cells by CRISPR/Cas9，and it was
reconstructed by lentiviral infection in PARP9-defective A549 cells，then the changes in cell migration and
invasion ability were detected by Transwell chamber. Results Database analysis and
immunohistochemical staining results showed that mRNA and protein levels of PARP9 were significantly
increased in lung adenocarcinoma compared with normal lung tissues（P<0.05）. The overall survival of
lung adenocarcinoma patients with high expression of PARP9 was shorter，and the expression of PARP9

was correlated with the clinical stage and lymph node metastasis of the patients（P<0.05）. PARP9

deficiency significantly inhibited the migratory and invasive abilities of H1299 and A549 cells，and the
reconstruction of PARP9 reversed this phenotype（P<0.05）. Conclusion PARP9 is highly expressed in
lung adenocarcinoma，and high expression of PARP9 is associated with poor prognosis of the patients.
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PARP9 promotes the migration and invasion of lung adenocarcinoma cells，suggesting that PARP9 may be
an important proto-oncogene in lung adenocarcinoma.
【【Key words】】 lung adenocarcinoma； PARP9； cell migration； cell invasion
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肺癌的发生率和死亡率居高不下，全世界每年

约有 180 万例肺癌病例。肺癌具有异质性，分为多

种亚型，肺腺癌是最常见的亚型。由于肺癌被诊断

时多已处于晚期且伴随转移，预后相对较差，探究

肺癌发病与转移的分子机制意义重大［1-2］。ADP-核

糖基化是一种由细胞内聚（ADP-核糖）聚合酶［poly
（ADP-ribose）polymerase，PARP］催化的翻译后修

饰 反 应 ，PARP 家 族 中 已 鉴 定 出 17 个 成 员［3］。

PARP家族成员及其介导的 ADP-核糖基化反应在

细胞生命进程中发挥重要作用，包括 DNA修复、细

胞黏附、脂质代谢、细胞增殖或死亡等［4-5］。

PARP家族成员 9（PARP9），又被称为 B侵袭

性 淋 巴 瘤 蛋 白（B-aggressive lymphoma-1 protein，
BAL1），最初作为弥漫性大 B细胞淋巴瘤（diffuse
large B-cell lymphoma，DLB-CL）的风险基因被报

道 ，PARP9 过 表 达 会 促 进 恶 性 B 细 胞 迁 移［6］。

PARP9 的 N末端为两个 Macro结构域，C末端为

PARP催化结构域，因缺乏对自身的催化活性，早期

认为 PARP9 是无活性的单 -ADP-核糖基转移酶［7］。

然而，Yang等［8］指出 PARP9/DTX3L异二聚体介导

对泛素的单 -ADP-核糖基化。研究表明，PARP9主

要 在 DNA 损 伤 修 复 和 病 毒 感 染 过 程 中 发 挥 作

用［9-10］。多项研究揭示 PARP9 在肿瘤中表达上调，

如弥漫性大 B淋巴瘤、前列腺癌和乳腺癌等，并在肿

瘤发展中发挥重要作用［6，11-12］，但其在肺腺癌中的作

用尚未见报道。

本研究首先对 PARP9 在肺腺癌中的表达和预

后意义进行分析，并通过实验探究其对肺腺癌细胞

H1299与A549迁移和侵袭能力的影响，以增强对于

PARP9在肺腺癌中的作用认识，同时为探寻肺腺癌

的诊疗靶点提供新思路。

材 料 和 方 法

数据集和数据库 采用常见肿瘤数据库进行

基 因 表 达 分 析 。 癌 症 基 因 组 图 谱（The Cancer
Genome Atlas，TCGA）计划收录了多种癌症的临床

信息和基因组数据，临床蛋白质组学肿瘤分析联盟

（clinical proteomic tumor analysis consortium，

CPTAC）整合了肿瘤基因组和蛋白质组的数据。

通 过 UALCAN［13］（http：//ualcan. path. uab. edu/
index.html）对TCGA和 CPTAC数据进行挖掘和分

析，在UALCAN中进行基因表达分析和生存分析。

基因表达数据库（Gene Express Omnibus，GEO）由

美国国立生物技术信息中心创建，储存高通量测序

数据。我们使用 GEO数据库（https：//www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/）的肺腺癌数据集 GSE31210 进行

基因表达分析。

免疫组化分析 75 例肺腺癌组织及配对正常

组织样本由上海芯超生物科技有限公司提供（编

号：HLugA150CS03），3 例因脱片无法统计，且存在

少量临床数据缺失。使用 PARP9 抗体（17535-1-

AP，美 国 Proteintech 公 司）进 行 免 疫 组 化 染 色

（1∶1 000），根据免疫染色强度分级（0：无染色；1：弱
染色；2：中等染色；3：强染色），同时按照免疫染色

百分比分级（0 级：0；0<1 级≤25%；25%<2 级≤
50%；51%<3 级≤75%；75%<4 级≤100%）。免

疫染色强度评分与免疫染色百分比评分的乘积为

PARP9 染色总分，然后将样本分为 PARP9 表达阴

性（总分≤3）和 PARP9表达阳性（总分>3）。

细胞系和细胞培养 人肺腺癌细胞 A549 和

H1299 来自中国科学院上海细胞库。细胞在含有

10%胎牛血清（德国 PAN公司）和 1%青霉素和链

霉素（上海翊圣生物科技有限公司）的 RPMI 1640
培养基（美国Gibco公司）中培养，培养条件为 37 ℃、

5% CO2、潮湿培养。

PARP9 缺陷和 PARP9 回补细胞系的构建 使

用 CRISPR/Cas9敲除 PARP9，将靶向 PARP9的两

条 sgRNA连接至质粒载体（sgRNA1：5'-GAGATA-

GCTGTCACGGGAGCAGG-3'和 sgRNA2：5'-TT-

ATCCCATTCCATCCACCGAGG-3'），然后转染

A549和H1299细胞，梯度分盘后使用嘌呤霉素筛选

3天，正常培养，直至长出肉眼可见的克隆。对单克

隆基因组测序，并进行Western blot检测，筛选成功
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敲除的细胞。使用慢病毒感染来恢复 PARP9 表达

缺陷细胞中的 PARP9。将慢病毒包装系统的 3 个

质 粒（PCDH、PxpaX2、PMD2g）转 染 到 HEK293T
细胞中进行病毒包装，用含有病毒的上清液感染敲

除细胞。流式分选后，通过Western blot鉴定阳性

感染的细胞。

Western blot 检测 使 用 SDS-PAGE 分 离 蛋

白，用半干转膜仪将蛋白质转移到经甲醇激活的

PVDF膜上，将 PVDF膜与 5%的脱脂牛奶一起孵

育，封闭 30 min后洗膜，然后与含 Flag（M20008）、β-

actin（P30002）和 PARP9（17535-AP）的一抗，在 4 ℃
下孵育过夜，洗膜后将 PVDF膜与偶联辣根过氧化

物酶的二抗在室温下孵育 30 min。使用 ECL系统

记录结果。

细胞迁移和侵袭检测 使用无血清培养基重

悬细胞，计数后加入 Transwell小室的内室，将小室

置于 24 孔板中，外室加入完全培养基，培养 36 h。
室温下用 4%多聚甲醛固定细胞，并用 0.2%结晶紫

染色，用棉签轻轻擦去内室的细胞，对外室迁移的

细胞进行拍照计数。进行侵袭实验时 ，提前在

Transwell小室的内室加入用无血清培养基稀释的

Matrigel，后续操作同迁移实验。

统计学分析 使用 GraphPad Prism 5.0 对实验

结果进行绘图和统计分析；使用 Image J对细胞进行

计数；使用独立样本 t检验比较两组数据，以 x±s显
示结果；使用 Log-rank检验进行 PARP9 高表达和

低 表达患者的生存差异分析；使用 χ２ 检验进行

PARP9 表达与患者临床病理信息的相关性分析。

实验重复 3次，P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

PARP9在肺腺癌患者中高表达且预后不良

我们首先通过分析 TCGA数据库中的 mRNA数据

来评估 PARP9 在肺腺癌中的表达水平。结果显

示，PARP9在肺腺癌组织中的表达水平显著高于邻

近正常组织（P<0.001，图 1A）。同时，来自 GEO数

据库的数据进一步证实了这一结果（P=0.002，图
1B）。 接 下 来 ，我 们 分 析 了 CPTAC 数 据 库 中

PARP9 的蛋白水平。与 mRNA结果一致，肺腺癌

组织中 PARP9 的蛋白水平也显著高于正常组织

（P<0.001，图 1C）。使用 PARP9 的抗体对 72 例肺

腺癌样本及其配对正常组织进行免疫组化染色，进

一步评估了 PARP9 的表达，结果同样显示，与正常

组 织 相 比 ，PARP9 在 肺 腺 癌 中 显 著 高 表 达（t=
8.909，P<0.001，图 1D）。结合免疫组化染色结果，

我们对 PARP9 的表达与肺腺癌患者临床病理信息

之间的相关性进行了分析，结果表明 PARP9 的表

达水平与肺腺癌患者的临床分期（χ２ =4.309，P=

0.038）和淋巴结转移（χ２=3.916，P=0.048）具有相关

性，而与性别、年龄、肿瘤大小无相关性（表 1）。此

外，TCGA数据库的 Kaplan-Meier生存分析表明，

PARP9 高表达的肺腺癌患者总生存期显著短于

PARP9 低 表 达 的 患 者（P=0.041，图 1E），提 示

PARP9的表达与肺腺癌患者的不良预后正相关。

PARP9 缺陷显著抑制肺腺癌细胞的迁移与侵

袭 我们设计了两条靶向 PARP9 第 3 号外显子的

向导 RNA，在 H1299 与 A549 细胞中敲除 PARP9，
对获得的细胞单克隆提取基因组在敲除位点进行

DNA扩增与 Sanger测序，选择基因组含有非 3整数

倍 碱 基 缺 失 的 单 克 隆 ，使 用 PARP9 抗 体 进 行

Western blot验证，结果显示敲除组内 PARP9 蛋白

的表达丢失（图 2A、2B），表明 PARP9 缺陷细胞株

构建成功。由于 PARP9 的表达水平与肺腺癌患者

淋巴结转移显著相关（表 1），使用 Transwell小室对

PARP9 在肺腺癌细胞迁移中的功能进行测定。与

野 生 型 细 胞 相 比 ，PARP9 缺 陷 型 H1299 细 胞 与

A549细胞的迁移能力均显著降低（H1299组：KO1，

t=4.206，P=0.003；KO2，t=15.81，P<0.001；A549

组 ：KO1，t=9.310，P<0.001；KO2，t=7.795，P<
0.001）（图 2C），提示 PARP9 缺陷抑制肺腺癌细胞

的迁移。肿瘤细胞侵袭能力同样是影响肿瘤转移

的重要因素，在Transwell小室的内室添加基质胶预

处理，进行侵袭实验。与野生型细胞相比，PARP9

缺陷的 H1299 细胞和 A549 细胞的侵袭能力显著降

低（H1299 组 ：KO1，t=18.460，P<0.001；KO2，t=
12.730，P<0.001；A549 组：KO1，t=3.754，P=0.006；
KO2，t=4.573，P=0.002）（图 2D），表明 PARP9 缺陷

抑制肺腺癌细胞的侵袭。

PARP9 恢复表达恢复细胞的迁移和侵袭 为

了排除 CRISPR-Cas9技术可能存在的脱靶效应，进

一步证实 PARP9 在肺腺癌细胞迁移和侵袭中的作

用，通过慢病毒感染在 PARP9 缺陷的 A549 细胞中

恢复表达 PARP9。以空病毒感染作为对照，使用
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Transwell小室检测 A549 细胞的迁移和侵袭能力。

Western blot 结 果 表 明（图 3A），慢 病 毒 感 染 后 ，

PARP9 缺陷型 A549 细胞中 PARP9 表达恢复至与

野生型细胞相当的水平。Transwell迁移和侵袭实

验 结 果 表 明（图 3B、3C），PARP9 缺 陷 显 著 减 弱

A549 细胞的迁移和侵袭能力（迁移：t=11.250，P<
0.001；侵袭：t=4.916；P=0.001），恢复表达 PARP9
后，迁移和侵袭的减弱得以恢复（迁移：t=7.576，P<
0.001；侵袭：t=3.632；P=0.007），由此证实 PARP9
在调节肺腺癌细胞迁移和侵袭中的作用。

A-C：PARP9 mRNA in lung adenocarcinoma and normal tissues in TCGA database，GSE31210（GEO database）and CPTAC database；D：

Immunohistochemical staining and scoring statistics of PARP9 in lung adenocarcinoma tissue chips（bar=100 µm）；E：Overall survival of lung
adenocarcinoma patients with high or low PARP9 expression in the TCGA database.

图 1 PARP9在肺腺癌及正常组织中的表达与预后

Fig 1 Expression and prognosis of PARP9 in lung adenocarcinoma and normal tissues

表 1 肺腺癌组织中 PARP9 表达与患者临床资料的相关性分析

Tab 1 Correlation analysis between PARP9 expression in lung adenocarcinoma tissues and clinical data of the patients

Clinical information

Sex
Female
Male

Age（y）
≤50

>50

Tumor size（cm）
≤5

>5

Clinical stage
Ⅰ-Ⅱ
Ⅲ-Ⅳ

Lymph node metastasis
No
Yes

Case（n）

40

31

13

59

6

66

46

26

41

27

PARP9 expression in lung adenocarcinoma
Negtive

15

10

5

20

2

23

20

5

17

5

Positive

25

21

8

39

4

43

26

21

24

22

χ２

0.210

0.098

0.006

4.309

3.916

P

0.647

0.754

0.941

0.038

0.048
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Validation of PARP9 knockout in H1299 cells（A）and A549 cells（B）assessed by Western blot. Migration assay（C）and Invasion assay（D）
of H1299 cells and A549 cells after PARP9 knockout（bar=100 µm）.

图 2 PARP9 缺陷对肺腺癌细胞的迁移和侵袭能力的影响

Fig 2 Effects of PARP9 deficiency on the migration and invision of lung adenocarcinoma cells

A：Reconstitution of PARP9 in PARP9-deficient A549 cells was confirmed by Western blot；B：Migration assay of A549 cells after reconstitution
of PARP9；C：Invasion assays of A549 cells after reconstitution of PARP9（bar=100 µm）.

图 3 PARP9回复表达对肺腺癌细胞的迁移和侵袭能力的影响

Fig 3 Effects of PARP9 reconstitution on the migration and invasion of lung adenocarcinoma cells
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讨 论

肺癌中非小细胞肺癌占比 85%，肺腺癌和肺鳞

癌是最常见的非小细胞肺癌亚型，肺腺癌占肺癌总

数的 40%，不同肺癌亚型具有不同的遗传驱动因素

和预后特征［14］。基因组学研究揭示了肺腺癌的驱

动基因，如TP53、KRAS和 EGFR等的突变，对肺腺

癌诊疗具有重要的指导意义，推动了靶向治疗进

展［15］。本研究中，我们发现 PARP9在肺腺癌组织表

达上调且预后不良，使用同样的数据库分析时，肺

鳞癌中 PARP9 的转录与预后相关性不显著，提示

PARP9可能与肺腺癌进展相关，该结果是否由不同

肺癌亚型表达模式的差异导致，需通过规模化分析

去验证。

既往研究揭示了 PARP9 在一些实体瘤中的表

达 与 作 用 ：Bachmann 等［11］发 现 在 前 列 腺 癌 中

PARP9 参与调节细胞增殖与存活，Yang等［12］发现

PARP9在乳腺癌中高表达并促进细胞迁移，也有研

究通过数据挖掘发现 PARP9 表达与低级别胶质瘤

的肿瘤微环境显著相关，可能通过调控肿瘤微环境

参与胶质瘤进展［16］。基于此，本研究首次探究了

PARP9 在肺腺癌中的表达与作用。通过数据库与

组织芯片样本分析，我们发现 PARP9 在肺腺癌中

上调表达 ，临床病理特征相关性分析结果提示

PARP9 高表达预示更高的淋巴转移风险。为了探

究 PARP9 在肺腺癌中的生物学作用，我们构建了

PARP9 敲除与恢复表达的肺腺癌细胞株，通过

Transwell实验证明 PARP9可以促进肺腺癌细胞的

迁移与侵袭，该结果与组织样本中 PARP9 高表达

预示肺腺癌转移高风险结果一致。

目前对于 PARP9 作用的分子机制的研究多与

免疫相关，PARP9 参与 IFN-γ信号传导，调控机体

免疫应答，控制病毒感染［10，17］。免疫细胞中 IFN-γ
诱导 PARP9 的表达，PARP9 通过刺激信号转导与

转 录 激 活 因 子 1（signal transducerand activator of
transcription 1，STAT1）磷酸化影响下游信号［18-19］。

STAT1 在肿瘤中异常激活，参与肿瘤侵袭转移、化

疗耐药等过程，其表达在多种实体癌中具有预后价

值［20-21］。有研究表明 PARP9 通过调控下游 STAT1

参与前列腺癌与 DLB-CL 的进展［11，19］，此外，Xu
等［22］对胶质瘤的研究中发现 PARP9 高表达患者体

内存在多条免疫相关信号通路的富集，如 JAK-

STAT信号通路、Toll样受体信号通路等。另有两

项报道指出 PARP9 在食管癌与宫颈癌中的表达受

上游非编码 RNA 的调控，进而影响细胞的致瘤

性［23-24］。我们的研究表明 PARP9 在调控肺腺癌细

胞迁移中发挥重要作用，可能与肺腺癌转移相关，

但具体的机制仍有待探究。TCGA数据库的肺腺

癌样本中，与 PARP9 表达存在高度相关性的基因

也主要与免疫相关，越来越多的研究揭示了免疫信

号通路在肺腺癌转移和预后中的重要作用［25-26］，

PARP9 是否会通过免疫相关信号参与对肺腺癌细

胞迁移侵袭的调控仍有待探究。

本研究存在一些不足：首先是 PARP9 对肺腺

癌细胞迁移侵袭能力影响的探究局限于细胞层面，

我们曾尝试进行裸鼠尾静脉注射实验进行体内迁

移验证，但注射后野生组与敲除组均未见转移瘤，

考虑细胞体内转移能力较弱或未达到合适的实验

条件，仍需进一步摸索，我们采用两个肺腺癌细胞

株并进行恢复表达以验证结果的可靠性；其次是对

于 PARP9 调控肺腺癌细胞迁移和侵袭中的分子机

制尚未明确，我们目前考虑通过生物信息学分析结

合互作蛋白筛选进一步展开对 PARP9 在肺腺癌中

作用的分子机制探索。

综上所述，本项研究发现 PARP9 在肺腺癌组

织中高表达，高表达 PARP9 的肺腺癌患者具有更

短的总体生存期、更高的临床分期且更易出现淋巴

结转移，在肺腺癌细胞中敲除 PARP9 后细胞的迁

移和侵袭能力被显著抑制，而恢复表达 PARP9 则

恢复了肺腺癌细胞的迁移和侵袭能力。本研究指

出 PARP9 与肺腺癌的进展相关，PARP9 可能参与

肺腺癌转移，提示 PARP9 具有成为肺腺癌预测性

生物标记物的可能，为进一步明确 PARP9 在肿瘤

中的作用提供了新的理论依据。我们将继续开展

对 PARP9 作用的分子机制探索，以进一步明确

PARP9在肺腺癌中的作用。
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